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Introdução
O mamoeiro (Carica papaya L.), da família Caricaceae,
é uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas nas
regiões tropicais e subtropicais do mundo. É originário
da América Tropical, entre o noroeste da América do
Sul e o Sul do México.  O Brasil é o maior produtor
mundial desta fruta, com produção de um milhão e
890 mil toneladas no ano de 2007, segundo dados da
FAO – Organização das Nações Unidas para a
Alimentação e a Agricultura (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2007). Isto representa 27% da produção
do mundo neste ano. Embora seja o maior exportador
mundial de mamão, seguido pelo México, o Brasil
exporta mais mamão do grupo Solo, enquanto o
México produz mais do grupo Formosa. Para aumentar
a disponibilidade e o consumo, muitos produtos
processados à base de mamão têm sido desenvolvidos
como barras de cereal, iogurtes, bebidas lácteas,
bebidas de soja, entre outros (LÓPEZ-MALO et al.,
1994). O mesocarpo do mamão, a polpa, é a parte da
fruta utilizada nos produtos processados. Sendo assim,
o uso de técnicas moleculares torna-se uma importante
ferramenta para a detecção da presença de mamão
nesses produtos, contribuindo para o controle da
qualidade e a autenticidade de tais produtos. Para
tanto, o gene endógeno do mamão que codifica a
papaína, pode ser usado como marcador molecular
para garantir a presença de mamão na composição de
tais produtos.
Assim, objetivo deste trabalho foi verificar a presença
de mamão em produtos industrializados por detecção e
quantificação do gene para papaína, um gene
endógeno e específico para mamão. Tais
determinações foram conduzidas por PCR convencional
e em tempo real, usando o sistema SYBR Green para a
quantificação (PCR em tempo real).
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PCR quantitativo
Para determinação do conteúdo de mamão nas
amostras de produtos processados, foram conduzidas
PCR em tempo real no equipamento ABI7000 SDS
(Applied Biosystems), cujas condições foram
estabelecidas como:10 mL de 1x TaqMan Universal
Mastermix (Applied Biosystems), 2 mL  de cada primer
(2.5 nmol/L ), 1 mL de 20x SYBR GREEN e  5 mL de
DNA, com volume final de 20mL. As condições de
termociclagem foram as seguintes: 95°C por 10 min;
40 ciclos de 95°C por 15s e 65°C por 1 min,
acrescido de uma etapa para construção da curva de
dissociação. Todas as reações foram realizadas em
triplicata.
Resultados e Discussão
O isolamento do DNA foi uma etapa bem sucedida
para todas as amostras, embora algumas das amostras
de DNA não tenham sido vizualizadas  no gel de
agarose. Isso se deve ao alto grau de processamento
dos alimentos e, portanto, alta degradabilidade e baixa
concentração do DNA, Em experimentos anteriores
(PERON et al., 2007)., foi possível mostrar a
amplificabilidade do DNA isolado, mesmo em baixas
concentrações e com alto grau de desnaturação,
através da condução de PCR qualitativo.
A curva padrão construída com amostras obtidas por
diluição seriada do DNA isolado da polpa de mamão
estáo apresentada na Figura 1. O PCR quantitativo foi
conduzido usando o gene para papaína (“house-keeping
gene”). A inclinação e o coeficiente de correlação da
retas obtidas foi de -3,83 e 0,97, respectivamente.
Assim sendo, estes dados podem ser considerados
promissores. A concentração mais alta de papaína
usada para quantificação desses produtos também
contribuiu para um R2 baixo, como conseqüência da
menor eficiência da reação. Isso porque os primers
encontram mais dificuldade em se ligar às seqüências
específicas, diminuindo a ação da enzima (Taq DNA
polimerase) na amplificação. A eficiência da PCR
quantitativa (em tempo real) foi de 82,27 %, o Limite
da Detenção (LOD) foi de 3.6 e o Limite da
Quantificação (LOQ) foi igual a 12. Quando esses
valores são comparados com o estabelecido em
protocolos de validação na análise de OGM (BARROS;
OLIVEIRA; MARIN, 2008; CANKAR et al., 2006;
EUROPEAN COMMISSION, 2007), fica evidente que
essa ferramenta molecular tem potencial de aplicação
para o controle de qualidade na indústria de alimentos.
Apesar da detecção de mamão em todas as amostras
(Tabela 1), a quantificação não foi muito acurada,
devido à quantificação abaixo do LOQ. Assim, os
resultados foram estimados como sendo menores que
1,3%.
Tabela 1. Quantidade de DNA de mamão nos produtos
processados.
PRODUTO MAMÃO
Iogurte >1.3%
Alimento infantil >1.3%
Bebida Láctea* >LOD
*O LOD do método quando expresso
em massa/quantidade é de 0,8 pg.
Material e Métodos
Amostras
Amostras de polpa de mamão foram obtidas pelo
despolpamento de frutos inteiros e usadas para a
construção da curva padrão. Os frutos e os produtos
processados foram adquiridos em mercados locais
(mamão, iogurte, alimento infantil e bebida láctea).
Extração e quantificação de DNA
O DNA genômico de todas as amostras foi isolado
usando 50 mg de cada amostra, seguindo o protocolo
do kit comercial DneasyÒ (Quiagen). As amostras
foram homogeneizadas em blender (Poli Skymsen)
antes do procedimento de extração. O DNA genômico
foi quantificado por espectrometria a 260nm (Biorad-
Spectrophotometer).
Desenho de primers
Os primers, sintetizados pela MWG Biotech, foram
desenhados usando o Software Primer Express1.2 for
Macintosh, e as seqüências do gene para papaína
depositadas no GenBank (Accesso K00821 e
M30884).
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Figura 1. Eficiência da PCR quantitativa usando DNA
isolado da polpa de mamão.
Esses resultados foram obtidos com um material
comum, pois não há material certificado ou de
referência para a grande maioria dos vegetais, que não
estão relacionados a produtos geneticamente
modificados.
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Figura 2. Amplificação e curva de dissociação das
amostras de DNA isoladas de produtos a base de mamão.
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As curvas de dissociação indicaram que as condições
da PCR em tempo real devem ser otimizadas para
reduzir a formação de dímeros de primers (Figura 2).
Esta avaliação é muito importante, pois estes ensaios
foram realizados para a obtenção de um produto de
PCR pequeno para permitir a detenção. Contudo,
houve uma redução na sensibilidade, o que é
interessante para conduzir a reação em condições
ótimas. Para todas as amplificações, a temperatura de
melting (Tm) dos produtos da PCR foi de 77oC, e o
desvio padrão foi igual a zero, mostrando a alta
especificidade dos primers usados
Esses resultados confirmam a aplicabilidade de
métodos baseados na técnica PCR para garantir a
autenticidade e a qualidade dos produtos a base de
mamão, permitindo avaliar se os produtos atendem às
determinações da legislação de rotulagem e aos
direitos de consumidores.
